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研究成果の概要：炭酸脱水酵素-関連蛋白（CA-related protein, CA-RP）が癌細胞の進展を増
強する分子メカニズムについて検討した。3 種類の CA-RP（VIII, X, XI）はいずれも細胞質内、
特に核周囲に多く存在していた。CA-RP VIII は aminoacyl-tRNA をリボゾームに搬送する
eukaryotic translation elongation factor alpha 1 (EEF1A1)と細胞内で結合することが確認
された。また、CA-RP VIII および XI は上皮細胞の分化やアポトーシスを誘導する Keratinocyte 
growth factor receptor (KGFR)の発現を抑制していることが示された。以上より、CA-RP が癌
細胞の増殖・浸潤能を増強する細胞内メカニズムとして、EEF1A1 を介し KGFR などの蛋白翻訳
を抑制した結果、アポトーシスが低下する機序が想定された。 
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１．研究開始当初の背景 
 炭酸脱水酵素(carbonic anhydrase; CA)
は二酸化炭素の水和反応を可逆的に触媒
する亜鉛要求性の酵素であり、酸塩基平衡、
pH調節、CO2輸送などの基本的な生理機能
において中心的役割を果たしている。これ
まで 15 種類のヒトCA遺伝子ファミリーが
報告されたが、この中には酵素活性に必須
である亜鉛結合ヒスチジン残基を決失す
る 3種類のアイソフォームがあり、炭酸脱
水酵素-関連蛋白（CA-related protein, 
CA-RP ; VIII, X, XI）と呼ばれる。 
 我々はこれまでヒトあるいは細菌にお
ける様々な CA 遺伝子のクローニングを行
い（ヒト CA VB, CA XIV, CA-RP X, CA-RP 
XI；マウス CA-RP X, CA-RP XI; H. pylori 
α-CA, β-CA; M. tuberculosisβ-CA）、
その生化学的特徴や発現分布を報告して
きた。また、種々の病態を呈する組織にお
いて CA アイソザイムの発現をスクリーニ
ングし、特定の癌細胞が CA-RP を過剰に発
現すること、CA-RP の発現が癌細胞の進展
（増殖と浸潤）を促進することを発見した。  
 細胞の癌化と活性型CAとの関連につい
ては、大腸癌、子宮頚癌、腎癌において細
胞質膜貫通型CA IXあるいはCA XIIの発現
増強が報告されている。一般に酸性条件下
では癌細胞の浸潤・遊走能が増強されると
言われており、癌細胞はCAの発現により周
囲環境のpHバランス・CO2濃度を調節し、
浸潤増殖能を高めていると考えられる。一
方、CA-RPの機能はいまだ不明であり、癌
細胞の進展を増強する分子メカニズムに
ついての検討が待たれている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では CA-RPの機能を分子レベルで解
明し、癌細胞の進展過程（増殖、浸潤あるい
は転移）における役割を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)培養細胞における CA-RP mRNA の発現 
 8 種類の培養神経系細胞における CA-RP 
VIII, X, XI の mRNA 発現を RT-PCR 法により
検討した。 
（2）CA-RP の細胞内局在の検討 
①COS-7 細胞における遺伝子導入発現 
 CA-RP VIII, X, XI の蛋白コード領域の
cDNA を adopter primer を用いた PCR で増幅
精製後、pE-GFP ベクターにサブクローニング
した。COS-7 細胞に遺伝子導入し、CA-RP と
GFP の融合蛋白の局在を蛍光顕微鏡で観察し
た。 
②内在性 CA-RP の培養細胞内局在の検討 
 消化管間葉系培養細胞 GIST-T1および神経
系培養細胞 TGW を用い、3 種類の CA-RP に対
するモノクローナル抗体(IgM)を用いた免疫
蛍光抗体染色を行い、蛍光顕微鏡で観察した。 
（3）抗 CA-RP 抗体による免疫沈降蛋白 
 培養大腸癌培養細胞 LoVo および A549 の細
胞 homogenate に抗 CA-RP VIII 抗体、さらに
protein G Sepharose (Zymed)を加え免疫沈
降した。同抗体で特異的に沈降した蛋白バン
ド 5 本（銀染色）を抽出し、MALDI-TOF マス
スペクトロメトリーで解析した。 
（4）CA-RP VIII と EEF1A1 の結合の検討
Eukaryotic translation elongation factor
α1（EEF1A1）-c-Myc の融合蛋白、CA-RP 
VIII-GFPの融合蛋白をCOS-7細胞で共発現さ
せ、各々抗 c-Myc 抗体、抗 GFP 抗体で免疫沈
降後、抗 EEF1A1 抗体、抗 CA-RP VIII 抗体で
blot した。 
（5）CA-RP VIII/XI の cDNA を pCIneo にサブ
クローニングし、大腸癌培養細胞 LoVo と消
化管間葉系腫瘍培養細胞 GIST-T1 に各々
transfect した。Transfectant と wild-type
の細胞の cDNA を NHS-Cy3 と NHS-Cy5 で標識
後、マイクロアレイ（2 万遺伝子）にハイブ
リダイズし、CA-RPVIII/XI により共通して発
現が変化する遺伝子を比較検討した。 
４．研究成果 
(1)培養細胞における CA-RP mRNA の発現 
 8 種類の培養神経系細胞において、３種類
の CA-RP は様々な発現パターンを示した。こ
れらの神経系細胞では CA-RP XI の発現が最
も汎く見られた（図 1）。 
 
（2）CA-RP の細胞内局在の検討 
 COS-7 細胞において GFP との融合蛋白を強
制発現させた結果、3 種類の CA-RP とも細胞
質内での発現が確認された（図 2）。 
 
 GIST-T1 細胞において内在性の CA-RP VIII
は細胞質内、特に核周囲に局在が見られた
（図 3）。また、TGW 細胞における CA-RP XI
の発現は神経突起にはほとんど見られず、核
周囲に発現が見られた（図 4）。 
 
 以上の検討結果より、3 種類の CA-RP はい
ずれも細胞質内に局在し、特に核周囲に存在
することが示された。 
 
（3）抗 CA-RP 抗体による免疫沈降蛋白 
 抗 CA-RP VIII 抗体により 2 種類の細胞で
免疫沈降された 5 本の蛋白バンドを
MALDI-TOF マススペクトロメトリーで解析し
た結果、50.1kDa 蛋白(CA8-3)が eukaryotic 
translation elongation factor alpha 1 
(EEF1A1)であることが確認された（図 5）。 
さらに、COS-7 細胞で単あるいは共発現させ、
各々抗 c-Myc 抗体、抗 GFP 抗体で免疫沈降後、
抗 EEF1A1 抗体、抗 CA-RP VIII 抗体で blot
した結果、EEF1A1 と CA-RP VIII の細胞内で
の結合が確認された（図 6）。 
 
 
 EEF1A1 は蛋白の翻訳開始を調節する
（aminoacyl tRNA をリボゾームに搬送）重要
な機能分子である。本実験により、これまで
報告してきた CA-RP が癌細胞の進展（増殖と
浸潤）を促進する分子メカニズムとして、
CA-RP VIII が EEF1A1 に結合し、癌細胞の蛋
白翻訳を調整している可能性が示された。 
 
 
（4）CA-RP VIII/XI により発現の変異する分
子の検索（マイクロアレイによる検討）  
 CA-RP VIII および XI の強制発現により
Keratinocyte growth factor receptor 
(KGFR)の発現が約 1/4（CA-RP VIII により
0.27 倍、CA-RP XI により 0.25 倍）に低下し
ていた。KGFR（=Fibroblast growth factor 
receptor 2-IIIb）はチロシンキナーゼ受容
体であり、リガンドである FGF-7（=KGF）は
上皮細胞の分化やアポトーシスに関与する
とされる。さらに、KGFR の発現は大腸癌や唾
液腺癌で低下し、大腸癌の分化度や局所浸潤
度と逆相関することが報告されている。以上
より CA-RP が癌細胞の増殖・浸潤能を増強す
る細胞内メカニズムのひとつと考えられた。 
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